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Summary
Hypertrophy is in simple words the increase in the left ventricular mass (LV) due to increased load.
The mammalian heart adapts to increased hemodynamic load, such as that induced by hypertension,
valvular heart disease, and loss of myocytes (as after myocardial infarction or cardiomyopathy), by
developing compensatory hypertrophy of the remaining cells. In response to multiple extrinsic or
intrinsic stimuli the heart undergoes adaptive hypertrophy in an attempt to decrease wall tension and
energy utilization. Cardiac hypertrophy is characterized by an increase in cell surface area of
individual myocytes, enhanced sarcomeric organization and the re-expression of specific genes
which were expressed during the fetal development (fetal genes).
It has been hypothesized that estrogens are able to attenuate hypertrophic responses. Estrogens
appear to act as cardioprotcctivc steroid hormones. Indeed, the development of cardiovascular
diseases in pre- menopausal women is lower when compared to men of the same age. The effect of
estrogen on the vessel wall is reasonably well understood. Recently, it has been described that
estrogen and its receptors Estrogen Receptor (ER) alpha (a) and beta $ ) mediate the preventive
effects of estrogens in the protection against the development of atherosclerosis. Studies in
knockout mice lacking both ERa and ERp showed a higher risk for atherosclerosis than wild type
littermates. In addition, it has been documented that estrogens influence the lipoprotein profile.
Although the effects of estrogen on the vessel wall have been partly unravelled, its direct effects on
ciirdiomyocytes are far less well understood. Recently, it has been reported that both male and
female rat neonatal and adult cardiomyocytcs express estrogen receptors. Estrogen-treatment of
cultured cardiomyocytcs demonstrated that estrogen regulates the expression of cardiac specific
genes via activation of the ERs.
Estrogen replacement therapy is cardioprotcctivc. However, recently the large scale estrogen
supplement studies were stopped because of side effects and no positive results. The existence of
different ERs may be (in part) responsible for the confusing data. Therefore, we investigated the
effects of estrogen via ERcx and ER0 respectively on cardiac performance and remodeling. This was
possible because of the presence of two knockout mouse models, wherein either the ERa (ERKO
mice) or the ER(i (BERKO mice) was removed. In these mice two experimental interventions were
performed I) myocardial infarction (Ml) 2) increasing hemdynamic load by transverse aortic
constriction (TA('). Changes in the l.V wall were analyzed at the morphological and molecular
levels by techniques ranging from microscopy to microarrays.
In chapter I a brief account on left ventricular hypertrophy (LVH) is provided, with the possible
effects of estrogen and also the aim of this study is presented. A detailed literature review about
cardiovascular disease and the possible role of estrogens is given in chapter 2. In chapter 3 we have
listed information on the gene profile in both mouse models (ERKO and BERKO) after TAC using
microarray. From a large group of genes we selected some for further analysis. Those genes code
for cytoskeleton. cell adhesion extra cellular matrix and stress proteins. Some of these genes are
expressed only during fetal development. E2-treatment decreased the expression of most of these
genes via ERJ3. In chapter 4 we used neonatal rat ventricular myocytes to study the effects of
hypertrophy and estrogen treatment at the molecular level. We found that estrogen treatment
counterbalanced morphological and biochemical parameters of myocyte hypertrophy following
stimulation with plvnylephrine (PE) or endothelin-1 (ET-1). This can be explained by a marked
upa-gulation of ANF mRNA and protein levels that accompanied the morphological observations
mediated through ERs. ANF activates cGMP cGMP-dcpendent protein kinasc (PKG). Activation of
this cascade has a protective effect on the heart (Chapter 4). At the organ and whole animal level we
used ERKO and BERKO mice to study the effect of pressure overload and to dissect the role of ERs
in this process. TAC led to LVH in all mice, wild type as well as knockouts. In ERKO mice which
are FR« deficient, but with intact ERp. E2-treatment decreased hypertrophy (Chapter 5). At the
molecular level E2-treatment decreased phosphorylation of p38-MAPK in ovanectomized wild type
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ERKO mice with pressure-overload hypertrophy. It also increased the expression of ANF IN vm>
and in these animal models. E2-treatment has no effect in BHRKO mice These findings indicated
that estrogens protect the munnc heart via ERfJ. KRot does not play any protective role in tiis
process. In chapter 6 we presented the effect of estrogen treatment on Nil using these mouse
models. Estrogen-treatment reduces infarct size in ERKO mice, but not in III RKO mice. Again
these results prove that ERjJ is the mediator of the protective effect; of 112 in the heart Surprisingly.
the decrease in the infarct size is associated with increased mortality in these mice In III RKO mice
the infarct size was larger, whereas mortality decreased These results show again the importance of
ER$ in E2-treatmeri in the heart
In conclusion this study showed that the heart adapts itself in response to changing conditions. After
TAC the heart responds with hypertrophy of the myocytcs in the left ventricle and after Ml with
remodeling to limit the effect of the infarct . F.2-treatment interferes with this mhi|ii;iiu>n by
influencing the molecular response to the stimulus ER|1 was found to be the important modulator of
the protective effects of estrogen in the heart, whereas ERa is the modulator of less favorable
effects of E2. This means that future research has to concentrate on selective estrogen receptors
modulators that cither block ERa or stimulate ERjl.
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In allcdaagse taal is hypertrofie een toename van de massa van de linker kamer (LK) van het hart
tcngcvolgc van een vcrgrote werklast. Zo'n grotere belasting kan het gevolg zijn van hoge
blocddruk, problemcn met de hartkleppen, of het verlies van hartspiercellen (zoals optreedt bij een
hartinfarct of anderc hartspierziekten). Het hart van zoogdieren reageert op een dergelijke situatie
door dc (rcstcrcndc) hartspiercellen hypertroof (= groter) te maken teneinde voor het verlies te
compcnscrcn. Als antwoord op vele stimuli van buiten of van binnen het hart past het hart zich aan
dc nicuwc omstandigheden aan met als doc I de spanning van de hartwand te verlagen en het
encrgicgebruik tc optimaliscrcn. Hypcrtrofic wordt gekenmerkt door een vergroting van het volume
van dc hartspiercellen, een vcrbetering van dc organisatie van het sarcolemma en de re-expressie
van een aantal gencn. die normaal alleen tijdens de cmbryogenese tot expressie komen.
Men heeft geoppcrd dat ocstrogcncn in staat zijn de hypertrofie in het hart te verminderen.
Oestrogcnen lijkcn een beschcrmend effect op hart en bloedvaten te hebben. Uit
bcvolkingsondcr/ock is gcbleken dat cardiovasculairc ziekten in pre-menopausale vrouwen minder
voorkomen dan bij manncn van dezclfdc lecftijd. Studies aan dc vaatwand hebben laten zien dat
cstrogencn en dc bcidc ocstrogcn-rcccptorcn (a en p) beschermen tegen de ontwikkeling van
athcrosclerosc. Mui/cn die of dc a- of dc (i-oestrogen receptor misscn lopen een groter risico
athcrosclcrose tc ontwkkclen dan hun wildtypc nestgenotcn. Ook blijken oestrogenen invloed te
hebben op het lipide-profiel van het blocd. Men bcgrijpt de wcrking van oestrogenen in bloedvaten
voor een dcel. Dc cffcctcn op het hart zijn cchtcr minder goed begrcpen. Recent heeft men ontdekt
dat hartspiercellen van zowcl vrouwclijkc als mannclijkc ratten ocstrogcen receptors tot expressie
brengen. Hchandeling van gekwccktc cardiomyocytcn met oestrogen laat zien dat via interactie met
oestrogen-receptorcn er verandcringen optrcden in het expressie patroon van een aantal gencn.
llocwcl men aiinneeint dat oestrogenen het cardiovasculairc systeem beschermen is uit een tweetal
grootschaligc studies gebleken dat oestrogeeivsuppletie in post-menopausale vrouwen nicer nadclen
dan voordelen lice ft. Het feit dat oestrogencn via vcrschillende reccptoren werken heeft hier
waarschijnlijk invloed op. Daarom hebben we in deze studie naar de afzondcrlijke werking van de
ocstrogecn a-receptor (ERu)cn |J-receptor (HR|3) op remodeling en werking van het hart gekeken.
Dit was mogclijk doordat er twee muizen knockout modellen zijn. waarin of de estrogeen a-
reccpti>r (ERKO mui/.en) of de (J-rcccptor (Bt-.RKO muizen) uitgcschakcld zijn. In deze muizen zijn
twee klassieke experimenter) uitgevoerd: 1) het doen ontstaan van een myocard infarct (Ml) en 2)
het vergroten van de belasting van het hart door het gedeeltelijk afbinden van dc aorta (TAC).
Veranderingen in de hartspier tengevolge van deze ingrepen werden met behulp van morfologische,
functioncle en molcculair biobgischc technieken gcanalyseerd.
In hoofdstuk 1 is een overzicht gegeven van ventriculaire hypertrofie en myocard infarct. en
mogelijke effceten van ocstrogcncn in rclatic tot het docl van dit proefschrift. De bestaande
literatuur van deze zicktebeclden K in nicer detail in hoofdstuk twee behandeld. In de daarop
volgciulc hoofdstukken konit het experimentele wcrk aan bod. In hoofdstuk 3 is beschrcven hoe met
behulp van array technologic een analyse is gemaakt van dc genexpressie profielen die ontstaan in
bcidc mui/.cnmodellcn na Ml en TAC. Uit dc grate aantallen op- en neergereguleerd gencn hebben
we enkele groepen genen genomen voor naderc studie. Deze groepen genen codeerden voor
cytoskclci. cel-adhesie of extra-cellulaire matrix en stress eiwittcn. Een aantal van deze eiwitten
komen nonnaal alleen tijdens de embryogenese tot expressie. Voor dc mccste van deze gencn geldt
dat ocstrogcncn de verandcringen in genexpressie tegengaan en dat dit effect via de ER|i maar niet
via de ERtt bcwcrkstclligd wordt Als aanzet voor in »•/»•<> experimenten werd in Wfn> in rat
hartspiercellen gekeken naar elTecten van hypertrofie en oestrogenen op molcculair niveau.
Hartspiereellen kunnen in kweek met behulp van phcnylephrine (PE) of endothelin-1 (ET-1)
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aangezct worden tot hypcrtrofie. Ocstrogeen blijkt de stimulatic door PE of ET-1 grotendccls tc niet
te doen. Voor een deel kan dit verklaart worden door een opmcrkelijke op-rcgulalie van het ANF
gen. Oestrogeen blijkt de exprcssie van ANF te stimulercn. hetgeen resulteert in een activatie van
het cGMP cGMP-afhankchjke protein kinase. Activenng van dezc cascades heeft een
beschermend effect op het hart hoewel de manier waarop nog met gehcel duulclijk is.
Met behulp van de F.RKO en BERKO muis modeller! wcrd het oiuier/oek op orpum en organisme
niveau voortgezet door TAC en MI toe te passen. TAC" Icidt tot hypertrofie van de linker kamer van
het hart in, zowcl wild-type als ook knockout muizen. In ERKO mui/cn. u.urm de I Rot
uitgeschakeld is maar de F.RP intact, resulteerde toediening van ocstrogeen in ecu vennindenlc
hypertrofie (hoofdstuk 5). Ocstrogeen bleek de tocname van de massa van dc linker kamcrwund
tegen te gaan. Op moleculair niveau bleek ocstrogeen de tocgenomen fusion I.me van pJN-MAPK
te blokkercn en ook in vivo de synthese van ANF te bevordcren In BI'RM) nun/on had ocslrogecn
toediening geen effect. Dcze rcsultaten geven aan dat oestrogenen de rcmodcllcrmg vun het
muizenhart tegengaan en op deze manier het mui/enhart beschermen via activatie van ER|). De
ERa blijkt bij dczc beschcrming geen rol te spelen.
In hoofdstuk 6 worden de rcsultaten hesproken die in dezc muismodcllcn met Ml bcreikt zijn.
Oestrogenen bleken dc grootte van het infarctgebied te heperken in I-RKO mui/cn maar met in
BERKO muizen. hetgeen opnicuw aangceft dat dc ERJi dc receptor is die de gunstige elleclcn van
oestrogenen op het hart bcpaal. De vcrmindcrdc grootte van het my ward infant blcck cchtcr samen
te gaan met een vcrhoogde sterfte in dczc muizen. In BERKO nun/en werden tegcngcstcldc
effectcn gcvonden. In dczc muizen was het infarctgebied vcrgroot maar bleek dc sterile ondcr dc
dieren vermindcrd. Deze rcsultaten wijzcn cr wedcrom op dat ERp* dc gunstige receptor is, die
bclangrijk is voor dc effectcn van oestrogenen op het hart.
Concluderend kan gestcld worden dat dczc studic laat zicn dat het hart op verandcrende
omstandigheden reageert door adaptatie. Voor TAC is dat een vcrgroting van dc hartspicr in
linkerkamerwand en voor MI een begrenzing van infarct gebied gcvolgd door remodelering.
Oestrogenen gaan deze structurele aanpassingen tcgen door tc interfcrcrcn met dc molcculaire
mechanismen die dezc aanpassingen in gang zettcn. De werking van oestrogenen vcrloopt via de
ERa, terwijl een aantal van de nevenwerkingen tocgeschreven kunnen worden aan ERu. Dit
betekent dat in de toekomst mogelijkheden ontstaan om binnen dc cardiologie het gebruik van
oestrogenen mcer gericht aan te wenden, door bv modificatie van dczc steroiden waardoor zc
specifiek een interactie aangaan met ER(3.
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